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Resumo

A avaliagdo espermatica ¢ fundamental para resultados satisfatorios na biotecnologia da reprodugdo em
ovinos. A heterogeneidade das células no ejaculado pode afetar o congelamento de sémen e morfologias
alteradas podem formar embrides de ma qualidade. A analise do sémen de 10 ovinos da raga Somalis demonstra
que existe, entre as células espermaticas, variagdo na morfometria de nove dos 11 parametros avaliados na
mensuragdo computadorizada ndo automatizada, ao comparar as técnicas utilizadas no trabalho (coloracdo de
Karras sob microscopia Optica e preparagdo umida sob microscopia de contraste de fase). As diferencas
estatisticas entre a maioria dos pardmetros medidos tornam importante a busca por uma justificativa que possa
esclarecer tal fendmeno com o objetivo de aprimorar e melhorar a qualidade da avaliag@o seminal, ja que ela esta
diretamente relacionada com os indices de fertilidade nos ovinos.
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Abstract

Sperm evaluation is critical for satisfactory results in the biotechnology of reproduction in sheep
breeding. The heterogeneity of cells in the ejaculate can affect semen freezing, and altered morphologies can
produce bad quality embryos. The semen analysis of 10 Somalis ram found that there is variation between
morphometric analysis of two techniques (staining Karras and wet preparation), finding statistical differences
among most of the parameters measured. The semen analysis of 10 Somali sheep breed shows that there is
variation among sperm cells in 9 of the 11 morphometric parameters evaluated in non-automated computed
measurement comparing the techniques used (Karras staining under optical microscopy and wet preparation
under phase contrast microscopy). Statistical differences between measured parameters is important to search
for a justification that can clarify this phenomenon with the aim to enhance and improve quality of seminal
review, since it is directly related to fertility rates in sheep.
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Introducao

O crescimento da ovinocultura torna necessarios métodos cada vez mais eficazes para expandir a
atividade. Nesse sentido as biotecnologias da reprodugdo sfo ferramentas fundamentais para melhorar a
producdo animal. Ovinos da raga Somalis sdo considerados de grande importincia social e econdmica,
destacando-se como produtores de carne ¢ pele (Simplicio et al., 1982; Silva et al., 1998). Os estudos
relacionados a caracteristicas espermaticas, inclusive heterogeneidade morfométrica, devem avangar para que
ferramentas relacionadas a atividade reprodutiva otimizadoras do processo evoluam positivamente (Freitas-
Dall’Aqua et al., 2009; Batista e Guerra, 2010).

As biotecnologias da reprodugdo estdo continuamente em evidéncia, e a avaliagdo do ejaculado ¢ uma
etapa fundamental para que todo o processo, desde a coleta do sémen até o nascimento do cordeiro, obtenha
sucesso (Crespilho et al., 2009; Moura et al., 2010; Arruda et al., 2011).

O exame androlégico ¢ composto de exame clinico do aparelho reprodutor, avaliagdo imediata do
sémen e patologias espermaticas (Brisola et al., 1999). Patologias espermaticas podem surgir antes mesmo de
serem observadas alteracdes significativas na morfometria testicular. A avaliagdo do ejaculado é importante para
que padrdes fora da normalidade sejam observados e se caracterize a subfertilidade ou a infertilidade (Bicudo,
2000; Moreira et al., 2001; Rodello et al., 2011).
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A maioria dos médicos veterinarios a campo, ao realizar a avaliagdo andrologica, utiliza o método
subjetivo, por meio de microscopia optica, para analise do movimento dos espermatozoides. O método objetivo,
que gera informagdes importantes a respeito do ejaculado e permite uma avaliagdo mais precisa da amostra
quanto a qualidade do ejaculado, € o sistema computadorizado de analise espermatica (ASMA; Verstegen et al.,
2002; Cavalcante et al., 2005; Maroto-Morales et al., 2010). A correlagdo entre a motilidade e outras variaveis
geradas pelo ASMA apresenta maior precisao, porém verifica-se inconsisténcia com a taxa de concep¢ao, ja que
existem outros pré-requisitos fundamentais para que os espermatozoides concluam sua fungdo bioldgica: a
fertilizagdo do ovdcito (Gravance et al., 1995; Bearden e Fuquay, 2000 ).

A qualidade do esperma ¢ a fertilidade podem estar associadas a populagdo espermatica. Quanto mais
heterogénea, observam-se taxas mais baixas de sucesso na técnica de inseminacao artificial (Sancho et al., 1998;
Garcia-Alvarez et al., 2010). A heterogeneidade morfométrica das células que compdem o ejaculado ¢ um dos
fatores que podem afetar significativamente o congelamento do sémen ovino para sua posterior utilizagdo. A
morfologia alterada pode levar a diminuicao da fertilidade, e anormalidades de cabeca podem acarretar formagao
de embrides de ma qualidade (Gravance et al., 1998; Silva et al., 2008).

Os métodos de Karras e preparacdo imida sdo utilizados para analise dos espermatozoides, porém, por
serem técnicas diferentes, podem apresentar alteragdes em sua avaliagdo. Com base na premissa estabelecida em
trabalhos anteriores acerca da andlise morfométrica ndo computadorizada com o método de Karras (Monteiro et
al., 2006), objetiva-se comparar a analise morfométrica de espermatozoides em preparagdo umida visibilizados
em contraste de fase e esfregacos de sémen corados com o método de Karras (Papa et al., 1988), para, dessa
forma, identificar a existéncia ou ndo de alteracdes que as células podem sofrer ao serem submetidas a cada tipo
de processamento e, por fim, verificar se existe uma variabilidade estatistica na morfometria.

Material e Métodos

Foram utilizados 10 ovinos machos, entre um e dois anos, da raca Somalis, os quais foram submetidos a
exame clinico geral e androlégico individual. Foram realizadas coletas do sémen por meio de vagina artificial.
As amostras foram submetidas as avaliacdes mediatas: cor, aspecto, vigor, motilidade total, motilidade
progressiva; e imediatas: concentracdo e morfologia espermaticas. Avaliaram-se ainda os parametros da cinética
espermatica por meio da analise computadorizada no Hamilton Thorn Motility Analyser HTMA (IVOS 12,
Hamilton Research, Beverly, MA, USA).

Para a analise morfométrica utilizando a preparagdo umida, foi pipetado na lamina o sémen diluido em
glutaraldeido, colocado entre lamina e laminula e selado com esmalte, mediante visibilizagdo em microscéopio de
contraste de fase. Também foi realizado esfregago com o sémen diluido em X-Cell® e corado com a técnica de
Karras de cada amostra de sémen; nesse método, a visibilizagao foi feita por meio de microscopia optica.

Foram capturadas fotos de 100 células de cada lamina com a camera MEM 1300®, acoplada a objetiva
do microscopio tanto de contraste de fase como Optico e conectada a um computador que, dessa forma,
transmitia as imagens digitalizadas mediante a utilizagdo do software Future WinJoe®; o aumento foi de 400X.

Para a avaliagdo morfométrica, os espermatozoides foram submetidos a analise computadorizada de
imagens para morfometria utilizando-se “Image]®”, adequado para realizar o procedimento por meio de
calibragdo de escala feita com imagens de laminas de medidas em que uma certa distdncia em pixels corresponde
a um determinando valor de micras. Como ha diferenca na execugdo da escala para os dois tipos de microscopio,
foram analisados 100 espermatozoides de cada lamina e de cada processamento.

Os parametros analisados foram: maior largura, largura de base, comprimento, area de cabega, area do
acrossomo, relagdo area do acrossomo/area da cabega, comprimento da pega intermediaria, toda extensdo da
cauda espermatica, relagdo pega intermedidria/cauda, comprimento total e relagdo largura da
cabega/comprimento da cabega.

Apds mensurar cada item, esses dados foram agrupados e avaliados estatisticamente, submetidos a
andlise de varidncia e comparados pelos método de Tukey a 5% de probabilidade (Cochran e Cox, 1976) entre os
carneiros e entre as diferentes técnicas. Foi utilizado o test t para comparagdo das médias, considerando-se os
pardmetros morfométricos dos espermatozoides ja obtidos em trabalhos anteriores, o efeito do carneiro e a
técnica utilizada.

Resultados

A avaliacdo dos ejaculados pertencentes aos 10 animais resultou nas seguintes caracteristicas: odor Sui
generis, aspecto cremoso ou leitoso, coloragdo bege ou branca e volume variando entre 0,1 e 0,6 mL.Todos
foram considerados aptos para a reproducdo apos realizagdo de exame andrologico e para a analise no contexto
da morfometria.

Por meio do agrupamento das mensuragdes realizadas conforme referido na metodologia, foi possivel
obter dados de comparagdo entre as duas técnicas, preparagdo umida visibilizada em microscopia de contraste de
fase e coloragdo de Karras visibilizada em microscopia optica, conforme demonstrado na Tab. 1.

Rev. Bras. Reprod. Anim., Belo Horizonte, v.38, n.3, p.154-158, jul./set. 2014. Disponivel em www.cbra.org.br 155



DYy

»* Tremori et al. Avaliagdo da heterogeneidade espermatica de carneiros através da analise morfométrica
computadorizada ndo automatizada utilizando-se prepara¢do umida e coloragdo de Karras.

Tabela 1. Comparagdo entre métodos preparagdo imida X coloracdo de Karras.

Variavel Preparagdo umida Karras com Valorde Resultado
com microscopia de microscopia p **
contraste de fase* optica*

Largura maior da cabeca 4,644 + 0,01 4,661 +£0,01 0,2266 NS
Largura da base 2,216 £ 0,01 2,065+ 0,01 <0,0001 S
Comprimento da cabega 8,845+ 0,01 8,576 £ 0,01 <0,0001 S
Area da cabeca 34,92 +£0,12 33,21 +0,11 <0,0001 S
Area do acrossomo 19,09 £ 0,10 18,03 £ 0,09 <0,0001 S
Comprimento pe¢a intermediaria 15,96 £ 0,04 15,05 +0,04 <0,0001 S
Comprimento da cauda 58,71 £ 0,09 56,13 £0,09 <0,0001 S
Comprimento total 67,52+ 0,10 64,65 + 0,09 <0,0001 S
Relagdo pega intermedidria/cauda 0,2723 +£ 0,00 0,2684 + 0,00 <0,0001 S
Relagdo area acrossomo/area da cabega 0,5402 + 0,002 0,5448 + 0,002 0,2021 NS
Relagdo largura/comprimento da cabeca 0,5258 + 0,001 0,5449 + 0,001 <0,0001 S

*Média e erro-padrdo, valores em pm. **Teste com 95% de significancia. NS: ndo significativo. S: significativo.

Diante da analise estatistica comparando o método da preparagdo umida (primeiro valor) com o Karras
(segundo valor), verificou-se que os parametros relacéo area acrossomo/area da cabega (0,54 + 0,00 vs. 0,54 + 0,00)
e largura maior da cabeca (4,64 + 0,01 vs. 4,66 + 0,01) ndo possuem diferenca significativa entre as técnicas
empregadas, uma vez que o valor de P foi maior que 0,05 (sendo utilizado teste t com 95% de significancia).

Os demais parametros apresentaram os seguintes resultados: largura da base (2,23 + 0,01 vs. 2,06 £+ 0,01);
comprimento da cabega (8,84 + 0,01 vs. 8,58 £ 0,01); area da cabega (34,92 + 0,12 vs. 33,21 + 0,11); area do
acrossomo (19,09 £+ 0,10 vs. 18,03 + 0,09); comprimento pega intermediaria (15,96 = 0,04 vs. 15,05 + 0,04);
comprimento da cauda (58,71 + 0,09 vs. 56,13 = 0,09) comprimento total (67,52 +.0,10 vs. 64,65 + 0,09) relacao
peca intermediaria/cauda (0,27 £ 0,00 vs. 0,27 £ 0,00); relagdo largura/comprimento da cabeca (0,53 £ 0,00 vs.
0,54 = 0,00). Todas essas comparacdes apresentaram valor de P menor que 0,0001, comprovando que os valores
sdo estatisticamente distintos.

Discussao

Os resultados demonstram diferengas significativas na mensuragdo morfométrica das células. Com isso,
deve-se buscar uma justificativa que possa esclarecer qual tipo de mecanismo as distintas técnicas podem
promover na célula espermatica alterando a analise morfométrica. Levantou-se a hipotese de que, na preparagio
umida, por estarem em uma solugdo isotdnica, as células mantém sua turgidez normal, mais proxima das
dimensdes encontradas naturalmente, ja que os espermatozoides permanecem num meio fluido, enquanto a
fixagdo de Karras, por necessitar de fixacdo em alcool, poderia promover a desidratagdo celular de suas reais
dimensdes.

As células submetidas a preparacdo Uimida apresentaram valores significativamente maiores que as
submetidas a coloragdo de Karras. E, portanto, importante posteriormente avaliar a influéncia que esse fendmeno
pode causar na conclusido quanto a qualidade seminal e na alteragdo do congelamento do sémen que ¢ destinado
a biotécnicas da reprodugdo. Também ¢ interessante buscar uma maneira de facilitar o trabalho do profissional a
campo, que, na maioria dos casos, ndo possui acesso a equipamentos restritos aos centros de pesquisa, de modo
que seu exame ndo seja considerado inadequado pelo uso da técnica de coloragdo de Karras em microscopia
optica. Existe a possibilidade de, com o avango dos estudos, elaborar um fator de corre¢do que possa
correlacionar as medidas obtidas para padronizar valores adequados de morfometrias espermaticas em ovinos.

Conclusoes

O presente trabalho permite concluir que, por meio dos dados obtidos, os espermatozoides de carneiros
da raca Somalis, quando comparados morfometricamente com o uso de preparagdo imida sob microscopia de
contraste de fase e esfregaco corado com Karras sob microscopia optica, apresentam diferencas estatisticas
diante da maioria dos pardmetros mensurados, demonstrando heterogeneidade entre as técnicas. Portanto, a
técnica empregada influencia a analise da mensuragdo celular espermatica, sendo este um fator que deve ser
estudado mais profundamente a fim de justificar tal razdo, considerando-se estudos de morfometria espermatica
em ovinos.
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